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研究成果の概要（和文）：本研究では、一晩細胞が培養された細胞培養容器の蓋をした状態で3Dフリーザーを用
いて凍結後に-80℃で保存した場合、細胞生存率が約60%以上の結果となった。また、本研究から、3Dフリーザー
凍結は、同じ細胞保存液であっても、凍結条件によっては、、高い細胞生存率を生み出す可能性があることが示
唆された。
3Dフリーザーでの細胞凍結は、細胞シートを作製時の高密度細胞でも凍結保存可能な凍結方法になる可能性があ
ることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：This study showed that cell viability was more than 60% when cell culture 
vessels with lid were frozen using 3D freezer. This study suggested that 3D freezer could generate 
high cell viability even under the same cell preservation solution depending on the conditions. 3D 
freezer might make it possible to freeze high density cells for making cell sheet.

研究分野：細胞移植
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研究成果の学術的意義や社会的意義
3Dフリーザーの凍結条件によっては、細胞シート作製の為に必要となる高濃度な細胞密度であっても、非凍結細
胞と同程度の細胞生存率を生み出すことができる結果であった。そのため、今後、更に3Dフリーザーの凍結条件
を検討することで、非凍結と同等の治療効果を持つ凍結保存可能な細胞シート作製法に繋がり、3Dフリーザーに
凍結法は、臨床応用可能な、高品質な他家細胞シート移植の急性期疾患への適用を実現させる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 再生医療である細胞移植治療は、これまでに治療法がない疾患を治癒させることができる可
能性があり、現在、世界中で活発に研究開発されている。細胞移植の一つの方法として、細胞を
シート化して移植する細胞シート技術が確立されている。この細胞シート移植の長所としては、
細胞懸濁液を移植する方法と比較して、確実に、移植する箇所に細胞を定着させることが可能な
ことである。細胞シート移植は、移植箇所に移植したい細胞数を確実に移植することで高い治療
効果を発揮すると考えられている。 
 移植する細胞には、2種類ある。それは、細胞移植を受ける患者由来の細胞である自家細胞と、
細胞移植を受ける患者本人ではなく、他人由来の他家細胞である。移植する細胞を選択するとき
に、自家細胞および他家細胞は、それぞれ長所と短所がある。 
 自家細胞の細胞シート作製には「細胞シートの素になる細胞を患者から単離し増殖させる」お
よび「細胞シートを作製する」という比較的長期間の細胞培養・加工工程が存在し、さらに「細
胞シート毎の品質の違い」も見られることから、細胞シート移植の急性期疾患への適用は現状厳
しく、また、手間暇かけて作製した細胞シートを患者へ届けるに至らない事態も否定できない。 
しかし逆に言えば、細胞シートをあらかじめ作製し保存することが出来れば、細胞シート移植
による疾患治療の効率化につながる。さらに、他者の細胞に由来する他家細胞シートの移植が可
能になれば、細胞シートを抵コストで製造が可能になり、細胞シートの普及に繋がる。 
細胞シートを保存する方法として、凍結が考えられるが、臨床応用された細胞シート凍結法は
確立されていない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、細胞シートの凍結保存法の確立をすることである。細胞シートの凍結保存法
が確立されれば、安定的に急性期疾患に対する細胞シート移植が可能となり、他家細胞シート移
植治療の可能性を広げる。 
 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養 
 細胞を細胞シート作製時の細胞濃度で 24-well plate に播種するために、24-well plate の 1
ウェルに、ヒト線維芽細胞を 5x105 cells/2mL で播種し、一晩培養した。培地は、AIM-V medium 
CTS (ThemoFisherScientific 社)と HFDM-1(+)(株式会社細胞科学研究所)を 1:1 で混合し、血清
濃度が 2%であった。 
 
（２）細胞シート凍結と解凍 
 24-well plate に播種されて一晩培養した細胞のウェルから培養液が除去され、1ウェルに細
胞保存液 300 l が入れられた。細胞保存液としては、STEM-CELLBANKER（ゼノアックリソース
株式会社）、バンバンカー hRM（日本ジェネティクス株式会社）、STEM-CELLBANKER DMSO Free（ゼ
ノアックリソース株式会社）が使用された。細胞は、3D フリーザー（#KSS-40BLW-2400V、古賀産
業株式会社）を使用して、24-well plate で凍結された。3Dフリーザーの凍結時の条件として、
24-well plate の培養蓋がある状態で凍結（フタあり）、24-well plate の培養蓋がない状態で凍
結（フタなし）、培養蓋の代わりに 24-well plate にシール（＃BF-400-S、Axygen® Breathable 
Sealing Film）を貼付した状態で凍結（シール）の 3種類が検討された。3Dフリーザーの凍結
設定温度は、-35℃、-45℃、-55℃で検討した。また、3Dフリーザーとの凍結を比較するために、
細胞凍結として、培地を細胞保存液に置換後に、24-well plate を-80℃フリーザーで凍結した
群（直接-80℃）も実施した。 
 3D フリーザーで凍結された 24-well plate は、ドライアイス搬送後に、-80℃フリーザーに 1
時間保管された。 
 -80℃から取り出された 24-well plate は、Thermo Plate（株式会社東海ヒット）を利用して
37℃、12～14 分で解凍された。 
 解凍後、細胞保存液が除去され、ウェルは PBS で 2回洗浄後、培地（AIM-V medium CTS : HFDM-
1(+)が 1:1 で、血清濃度が 2%）が加えられた。コントロールとなる非凍結細胞の 24-well plate
も同様に、PBS 洗浄後に、培地が加えられた。細胞は 3日間培養されたが、その培養条件は、37℃、
5%CO2で 2日間培養後、33℃、5%CO2、2%O2で 1日間培養であった。 
 
（３）細胞生存評価 
 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS、プロメガ社)を使用
して細胞生存が評価された。3日間培養された 24-well plate のウェルから培養液が除去され、
1 ウェルに MTS 試薬を含む溶液 500 l が入れられ、37℃、5%CO2、1 時間で培養された。2030 



ARVO X シリーズ マルチラベルリーダー（パーキンエルマー社）を使用して 490 nm の吸光度が
測定された。コントロールとなる非凍結細胞の細胞生存率を 100 として、凍結解凍された細胞の
生存率を計算した。MTS 試薬を含む溶液 500 l の組成は、AIM-V medium CTS 200 l、HFDM-
1(+) 200 l、MTS 試薬 100 l、血清濃度 2%であった。 
 
 
４．研究成果 
 3D フリーザーで凍結時に、24-well plate の蓋をせずに凍結した場合（フタなし）、凍結温度
にかかわらず、STEM-CELLBANKER とバンバンカー hRM で凍結した場合の細胞生存率は約 70%以上
であったが、STEM-CELLBANKER DMSO Free の細胞生存率は 60%未満であった。 
 3D フリーザーで凍結時に、24-well plate の蓋をして凍結した場合（フタあり）、および、蓋
の代わりにシールを貼付した場合（シール）の細胞生存率は、凍結温度および細胞保存液にかか
わらず、約 60%以上であった。 
 3D フリーザーによる凍結をせずに、培養液を細胞保存液に置換後に-80℃フリーザーに入れた 
場合（直接-80℃）、STEM-CELLBANKER とバンバンカー hRM での細胞生存率は約 60%以上であった
が、STEM-CELLBANKER DMSO Free での細胞生存率は、約 40%未満であった。 
 これらの結果から、今回検討した凍結条件では、細胞を直接-80℃フリーザーで凍結するより
も、3D フリーザーで細胞を凍結後に、細胞を-80℃フリーザーで凍結した方が、細胞生存率が高
い結果であった。また、3D フリーザーで凍結する場合、細胞培養容器に蓋およびシールを貼付
して、細胞を凍結することで、細胞生存率が高い結果となった。 
 細胞シート作製時の高濃度な細胞密度であっても、3D フリーザーの凍結条件によっては、非
凍結細胞（コントロール）と同程度の細胞生存率となる結果であった。 
 そのため、今後、更に 3D フリーザーの凍結条件を検討することで、非凍結と同等の治療効果
を持つ凍結保存可能な細胞シート作製法に繋がり、3D フリーザーの凍結は、高品質な他家細胞
シート移植の急性期疾患への適用を実現させる可能性がある。 
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